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CAPÍTULO I 
 
 
RESUMEN  
 
 
INTRODUCCIÓN. El Streptococcus pneumoniae es una bacteria Gram positiva 
de forma lanceolada, se observa en pares o cadenas cortas; la infección por 
neumococo representa una   alta morbilidad y mortalidad. 
La transmisión es por vía respiratoria por medio de gotas. La enfermedad 
neumocócica se puede dividir en invasiva y no invasiva. La enfermedad  
neumocócica invasiva es una infección confirmada por el aislamiento en cultivo 
de Streptococcus pneumoniae en sitios estériles. Hay varios métodos de 
diagnóstico, desde cultivo hasta pruebas moleculares. En el ámbito preventivo, 
después del inicio de la vacunación en México hubo una disminución de 
neumonía neumocócica y de enfermedad invasiva, así como cambio en los 
serotipos de neumococo que colonizan, ya que la enfermedad parte de una 
persona colonizada. Es importante conocer la distribución de serotipos para 
dirigir la vacunación en un futuro, y esto lo podemos hacer por medio de 
secuenciación del genoma de Streptococcus pneumoniae al obtener secuencias 
tipo de cada cepa y así analizar la epidemiología internacional. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS. Obtener ADN genómico bacteriano a partir de cepas 
que se encuentran en el cepario de Infectología, ya sea por medio de un kit de 
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extracción o por método manual modificado, para posteriormente realizar 
secuenciación del genoma de Streptococcus pneumoniae y de ahí obtener la 
secuencia tipo de cada cepa. 
 
RESULTADOS. Se obtuvo material genético de 7 aislamientos de 
Streptococcus pneumoniae a las que se les realizó secuenciación del genoma 
para obtener la secuencia tipo. El diagnóstico más común fue bacteriemia, el 
serotipo más frecuente fue el 19A. Las secuencias tipo que se obtuvieron 
fueron: ST2613, ST3936, ST156, ST 320 (en 3 cepas) Y ST81.  
 
CONCLUSIONES. Se deben realizar más estudios moleculares de este tipo 
para analizar la epidemiología molecular de las cepas de neumococo y así 
desarrollar nuevas estrategias para prevención, por medio de las vacunas, así 
como analizar el comportamiento de las cepas y las opciones terapéuticas con 
las que se puede obtener un tratamiento exitoso. 
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CAPITULO II 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
El Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram 
positiva de forma lanceolada, extracelular,  anaerobio facultativo que 
frecuentemente se observa en pares o cadenas cortas(1)(2); es una infección 
con alta morbi-mortalidad, con 40,000 casos de enfermedad invasiva cada 
año.(3)  
Fue aislado por Sternberg(4) e independientemente por  Pasteur en 
1881(5) de la saliva de un paciente con rabia, y él mismo describió la cápsula 
como un halo.  La primera vez que se asoció la neumonía lobar con el 
neumococo fue en 1883 por Friedlander y Talamon, y en 1884 se relacionó 
mejor con el empleo de la tinción de Gram.(1)  
2.1 Epidemiología 
La transmisión es por vía respiratoria por medio de gotas y por 
autoinoculación en personas colonizadas,  (1) el neumococo existe solamente 
en la faringe de los humanos.(6) 
Colonización es el aislamiento de Streptococcus pneumoniae que no 
desarrolle enfermedad clínica.(5) 
La enfermedad  neumocócica invasiva es una infección confirmada por el 
aislamiento de Streptococcus pneumoniae en sitios estériles, como meningitis o 
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bacteriemia; y la no invasiva es infección de sitios no estériles. Los serotipos 
que más frecuentemente causan enfermedad invasiva son el 1,4,5,7F, 
8,12F,14,18C Y 19A.(6) Los 10 serotipos más frecuentes causan enfermedad 
invasiva en un 62%. (1) 
2.2 Factores de riesgo 
 factores que incrementan el riesgo de colonización son: menores de 2 
años (deficiencia IgG2)(5), hacinamiento, exposición a humo de tabaco, asistir a 
guarderías, la falta de lactancia e invierno. En los países en desarrollo se puede 
observar colonización en el primer mes de vida, por el contrario en los países 
desarrollados a los 2 o 3 años de edad. Solo del 5 al 10% de los adultos están 
colonizados.(7) 
Hay condiciones que aumentan el riesgo para enfermedad invasiva, 
como: cáncer hematológico, VIH, asplenia funcional o anatómica, enfermedad 
renal, cardiopatía crónica, enfermedad pulmonar, hepatopatía, fumadores y 
pacientes con implante coclear,  (1) hipogamaglobulinemia, deficiencia del 
complemento(C3b), síndrome nefrótico, diabetes, malignidades no 
hematológicas.(5) 
En la infección por VIH se aumenta hasta 40 veces más el riesgo de 
enfermedad invasiva.(5) 
 
2.3 Patogénesis y estructura 
La colonización nasofaríngea es el primer paso para desarrollar 
enfermedad por neumococo; ésta depende de la edad, el ambiente, infecciones 
respiratorias y el tipo de población.(7) La inmunidad en mucosas está presente 
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desde los 6 meses de edad. (8) 
Se ha sugerido que la disminución en la colonización de Streptococcus 
pneumoniae se asocia con un incremento en la colonización por 
Staphylococcus aureus, ya que el peróxido de hidrógeno del neumococo 
interfiere con el crecimiento del Staphylococcus aureus.(8)Frecuentemente hay 
más de un serotipo de neumococo colonizando la nasofaringe junto con H. 
influenzae, M. catarrhalis y comensales.(9) 
Los componentes por los que causa enfermedad son la cápsula y la 
pared celular.(1) Los polisacáridos capsulares son unidades repetidas de hasta 
8 residuos de sacáridos y algunas veces tienen sustituciones con O-
acetilfosfolicerol y piruvil acetal. La mayoría de las cápsulas neumocócicas son 
aniónicas, lo cual ayuda al prevenir la limpieza de moco, presentan repulsión 
electrostática. Las cápsulas que no están cargadas son la 7A, 7F, 14, 33F, 33A 
Y 37; el serotipo 14 puede formar un hidrogel, el serotipo 1 tiene carga positiva 
y negativa. (4) 
La cápsula es importante para la patogenicidad, así como para evadir 
fagocitosis, (1)(4)no produce repuesta inflamatoria. Su importancia es por la 
generación de anticuerpos y que su virulencia está dada por los serotipos de la 
capsula.(5) 
La pared celular lleva a los leucocitos al sitio de infección, induce 
producción de citosinas y la cascada procoagulante; los cambios en las 
proteínas de unión a penicilina da como resultado la resistencia a β-
lactámicos.(5) 
Otras proteínas de superficie son la neumolisina, proteína intracelular 
 15 
 
que es citotóxica y forma poros, además de activar la vía del 
complemento.(5)(10), la adhesina A para adhesión al epitelio, proteína A de 
unión a colina interactúa con el receptor Ig polimerico e incrementa la migración 
através de la mucosa, proteasa de IgA1 que incrementa la adherencia en 
presencia de IgA y la  neuraminidasa disminuye la viscosidad del moco.(8) 
La conversión de colonización a enfermedad es por la generación de 
factores inflamatorios, (8)por lo que se puede requerir una infección viral 
previa(5), ya que hay cambios en el ambiente, disponibilidad de nutrientes, 
temperatura y concentraciones de iones. (11)(12)   
Un serotipo es definido como la cepa de neumococo que produce un 
polisacárido con estructura química única; y un serogrupo agrupa a todos los 
serotipos que tienen características serológicas comunes, que tienen reacción 
cruzada. Hay dos esquemas que clasifican los serotipos, el Americano y el 
Danés. (4) hasta el día de hoy se han descrito 97 serotipos y 46 
serogrupos(10). 
La principal razón para serotipificar es desarrollar vacunas,(4) ya que se 
desarrollan anticuerpos para cada tipo capsular en particular, éstos junto con el 
complemento interactúan para opsonizar al neumococo, se puede observar 
reacción cruzada en los anticuerpos, (1)además que activan la vía clásica del 
complemento. (8) (4).  Los serotipos provocan una respuesta diferente a la 
generación de anticuerpos, y los serotipos que son menos inmunogénicos 
pueden ser más virulentos. 
Hay variantes del serotipo 19A que se originaron de cambios en el 
serotipo 19F. (13) 
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2.4 Cuadro clínico 
Se pueden dividir en enfermedad invasiva y no invasiva o infección 
mucosa.(1)(14) 
Enfermedad invasiva:  
Neumonía: es la presentación clínica más frecuente, es la causa más 
común de neumonía adquirida en la comunidad. (5) El periodo de incubación es 
de 1 a 3 días. Sus síntomas son fiebre, dolor pleurítico, tos productiva, disnea, 
taquipnea,  taquicardia,(1)cuando se asocia a diarrea fulminante se llama colitis 
croupous. Raramente causa cavitación pulmonar o infección necrozante, el 
serotipo 1 y 3 es más frecuente en neumonía y el 3 es el más relacionado con 
necrosis.  (5)(6)(15) 
Bacteriemia: el 25 a 39% de los pacientes con neumonía presentan 
bacteriemia(16); (1). Neumonía bacteriémica es la causa más común de 
enfermedad invasiva, llegando al 90% de los casos. (17)(18)  Se ha estimado 
que la mortalidad en neumonía bacteriémica es de un 15 a 26% de los casos, y 
en adultos mayores puede llegar hasta un 60%.(19) 
Síndrome de Austrian es una entidad con meningitis, neumonía y 
endocarditis, la destrucción valvular es el principal factor pronóstico del 
síndrome, y se han documentado focos metastásicos como meningitis, 
neumonía, artritis y compromiso ocular. (20)(21)  
En México los aislamientos en sangre son 20.4% en menores de 5 años 
y en mayores de 50 años un 14.8%. (22) 
Meningitis: el 50% de los casos de meningitis es por neumococo, sus 
síntomas son, cefalea, letargia, irritabilidad, fiebre, vomito, rigidez de nuca, 
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crisis convulsivas y coma.(1)En México el neumococo es la principal causa de 
meningitis después de la amplia cobertura con la vacuna para Haemophilus 
influenzae tipo B. (23) Para el diagnóstico antes de hacer una punción lumbar 
se realiza una tomografía de cráneo para descartar lesiones ocupativas; se 
diagnostica con pleocitosis, hipoglucorraquia, proteínas elevadas y cultivo de 
líquido cefalorraquídeo positivo. Otros estudios son tinción de Gram, 
aglutinación en látex,  prueba de antígeno por inmunocromatografía y PCR; el 
tratamiento es de 10 a 14 días, con riesgo de recurrencia del episodio del 5%. 
(24) En México se reporta un 15.7% de los aislamientos de neumococo en 
meningitis en menores de 5 años y un 11.1% en mayores de 50 años. En 
menores de 5 años el serotipo más frecuente es el 19A con una resistencia a 
penicilina en un 100%, y en mayores de 5 años el serotipo es el 3 y el 15B con 
66% de resistencia en este último. (22)sin embargo aún falta información 
reciente, un registro completo así como vigilancia completa.  
Los serotipos más frecuentemente relacionados con meningitis son el 
6,10 y 23. (15) 
Alrededor del mundo el serotipo más frecuente de enfermedad invasiva 
es el 14. (15)(25) 
2.5 Diagnóstico de laboratorio 
Se requiere el aislamiento de Streptococcus pneumoniae de sangre o de 
otros sitios normalmente estériles, además existen pruebas para detectar 
polisacáridos capsulares.(1) 
Se deben tomar cultivos antes de iniciar antibioticoterapia, en el cultivo 
en agar sangre o agar chocolate crece entre 18 a 24 hrs y se observan colonias 
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pequeñas, grisáceas y mucoides rodeadas de una zona verde que indica la α 
hemolisis. Las colonias jóvenes se ven levantadas y a las 24 a 48 hrs el centro 
se deprime, posteriormente se realizan las pruebas de optoquina y de 
solubilidad en bilis, el neumococo es susceptible a ambas pruebas, para 
obtener mejores resultados se deberá incubar con CO2 al 5%. (7) 
En la prueba de susceptibilidad a optoquina(ethilhidrocupreína), si tienen 
una zona de inhibición >14mm es positivo, si está entre 9 a 13mm se realiza la 
prueba de solubilidad en bilis, es positivo al detectar lisis celular.(26) 
La reacción de Quellung se describió en 1902 por Neufeld (4), y consiste 
en la reacción que se produce al unirse un anticuerpo tipo específico al 
polisacárido capsular del neumococo, causando un cambio en el índice 
refractivo. Las cepas se tiñen con azul de metileno rodeadas de un halo que 
representa el borde externo de la cápsula.(26) 
Al realizar las pruebas de susceptibilidad en aislamientos no-meningitis 
una concentración mínima inhibitoria (MIC) de <0.06µg/ml (o zona de oxacilina 
≥20mm) son susceptibles a beta lactámicos. (27) 
La composición de la superficie de la bacteria tiene 2 fases, la opaca y la 
transparente. La opacidad de las colonias de neumococo alteran su habilidad 
para colonizar, al aumentar el polisacárido capsular,(28) la fase opaca 
predomina en las bacteriemias, ya que producen más biopelícula y son más 
invasivas para pulmón y cerebro; (29)(2) con la formación de biopelícula se 
puede evadir la respuesta inmune y favorece la diseminación del 
neumococo.(11) 
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La sensibilidad del cultivo de expectoración es de 40-50%, si se obtiene 
una buena muestra hasta un 93%. Y se solicitan en la neumonía adquirida en la 
comunidad cuando están en UCI o que fallan al tratamiento.(5) 
En líquido cefalorraquídeo la sensibilidad de la tinción de Gram es de 
90%,(24)y del PCR es de 79 a 100%, la desventaja de PCR es que no se tienen 
datos de susceptibilidad ni del subtipo bacteriano. 
La sensibilidad de la aglutinación en látex es de 59-100%. En la prueba 
de antígeno por inmunocromografía es sensible de un 95-100%, con 
especificidad del 100%, aunque tiene falsos positivos.(24)Los hemocultivos 
pueden ser positivos en meningitis en un 75% si se realiza antes del inicio de 
antibióticos, si ya se iniciaron disminuye un 20%. (24) 
Hay otras pruebas que se pueden realizar como prueba rápida de 
antígeno ya sea aglutinación en latex o inmunoensayo enzimático; así como 
antígeno inmunocromatográfico urinario del cual su blanco es el polisacárido C 
del Streptococcus pneumoniae, y tiene una sensibilidad del 70.5%. (5)  
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método utilizado en 
neumonías con una sensibilidad en muestra de sangre del 29 al 100%, y en 
meningitis la identificación en líquido cefalorraquídeo (LCR) de 92 a 100 %. (7) 
En pruebas moleculares se utilizan algunos blancos como el gen de la 
autolisina, el gen de adhesión a la superficie, y el fragmento del gen spn9802. 
Puede aumentar la sensibilidad hasta el 62% en hemocultivos. (30) 
Hay algunos métodos moleculares que históricamente han sido 
importantes en la epidemiología de la enfermedad como el tipificación de 
secuencia de multilocus (MLST en inglés) en el cual se secuencian 7 genes 
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como variación genómica y se usan para definir la secuencia tipo (ST en 
inglés)(31)(32), utilizando el MLST se mostró el grado de recombinación que es 
10 veces más alto que el grado de mutación(33); otro método es el gel de 
electroforesis de campos pulsados lo cual distingue la base de restricción de la 
digestión de su DNA genómico.(32)(34) 
2.6 Tratamiento 
En neumonía se utilizan antibióticos beta lactámicos por sus altas 
concentraciones en pulmón , amoxicilina es uno de los antibióticos de primera 
elección; si tiene cavitación neumatocele o empiema requiere ceftriaxona y 
vancomicina.(7) 
En meningitis el tratamiento se debe administrar intravenoso para 
alcanzar concentraciones adecuadas en suero y  LCR, en las guías 
internacionales de manejo de esta patología(24) se inicia vancomicina y 
ceftriaxona o cefotaxima, esto debido a las altas tasas de resistencia,  al inicio 
se necesitan altas dosis de vancomicina 70mg/kg/día (por su pobre 
penetración) , además de dexametasona en una dosis de 0.15mg/kg cada 6 
horas por 2 a 4 días, aplicada 10 a 20 minutos antes de la primera dosis de 
antibiótico. (7)los esteroides pueden aumentar la resistencia porque disminuyen 
la permeabilidad de la barrera hemato-encefálica a vancomicina, (5)sin 
embargo los ajustes se realizan con el resultado de cultivo y sus sensibilidades.  
2.7 Resistencia antimicrobiana 
Se observaron en 1912, infecciones por neumococo resistente a 
optoquina en el laboratorio y 5 años después en humanos. Posteriormente en 
1932 resistente a sulfonamidas; hasta 1965 se observó resistencia a penicilinas; 
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(13)el primer caso de resistencia a penicilina se detectó en Australia y Nueva 
Guinea. (5) 
Neumococo multidrogoresistente es definido como cepas resistentes a 
tres o más clases de antibióticos. (13) 
En Europa se han descrito aislamientos con neumococo 
multidrogorresistente en las cepas 19A, 14, 1, 19F y 23 F; mientras que en 
Estados Unidos los serotipos son 15A, 15B, 15C, 6C, 23A y 35B. Los 
aislamientos de 19A tienen MICs más altos para beta-lactámicos, macrólidos, 
lincosamidas, tetraciclinas y trimetoprim-sulfametoxazol.(13) 
En enero del 2008 se hicieron cambios en los puntos de corte para 
susceptibilidad a penicilina, ya que se dividieron las infecciones en meningitis y 
no meningitis.(13) 
Existen factores de riesgo asociados a infecciones resistentes que son: la 
edad (<5 años y adultos mayores de 65 años) , hospitalizaciones, género 
femenino, trabajar en guarderías, inmunosupresión, serotipos pediátricos, uso 
previo de antibióticos (especialmente betalactámicos); y en VIH se agrega la 
estancia  hospitalaria en el último año y tratamiento para tuberculosis. (13) 
2.7.1 Macrólidos 
Los macrólidos inhiben la producción de factores de virulencia del 
neumococo y tienen propiedades antiinflamatorias, mediado por neutrófilos así 
como inhibir la producción de superóxido. Son microbiostáticos al unirse al 23S 
rRNA de la subunidad ribosomal 50S; la resistencia es mediada por la 
modificación del blanco y del flujo externo. La modificación del blanco se lleva a 
cabo por la metilación del 23S rRNA que es codificado por el gen erm(B); y las 
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bombas de flujo externo las cuales son mediadas por los genes mef(A), mef(E), 
mef(I) (13)  
2.7.2 Betalactámicos 
En 1967 se detectó por primera vez resistencia a betalactámicos. La 
resistencia es debido a combinaciones de proteínas de unión a penicilina 
alteradas que disminuyen la afinidad por este antibiótico. De 1979 a 1987 se 
aislaron cepas resistentes en un 5% y en 1999 se aislaron 25.1%. (13) 
En neumococo se han reportado 6 proteínas de unión a penicilina(PBP): 
1a,1b, 2x, 2a, 2b y 3(35). La resistencia está dada por una alteración en la 
proteínas de unión a penicilina: PBP2b, PBP2x, PBP1a,; esto sucede al 
afectarse la polaridad, la distribución de cargas y la disminución de la afinidad 
de la penicilina al sitio activo. Otros mecanismos de resistencia es la 
inactivación del gen murM. 
2.7.3 Fluoroquinolonas 
Es el antibiótico de primera elección en la neumonía adquirida en la 
comunidad, se han reportado bajas tasas de resistencia. El blanco de las 
fluoroquinolonas son la DNA girasa y la topoisomerasa IV(36); su mecanismo 
de resistencia es por alteración del blanco y bomba de flujo externo. La 
resistencia mediada por la alteración del blanco es  por mutaciones en la región 
determinante de resistencias de quinolonas  del gyr(A), y la DNA topoisomerasa 
IV con el gen par(C); la bomba de flujo externo se observa más frecuentemente 
en moléculas pequeñas como ciprofloxacino, y se ha ligado a los genes patA y 
patB.(13) los factores de riesgo relacionados a resistencia son el uso previo de 
fluoroquinolonas, ser adulto mayor y dependiendo del área geográfica. (5) 
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2.7.4 Tetraciclinas  
Son bacteriostáticos, la resistencia ocurre al proteger a la subunidad 
ribosomal bacteriana 30S, por medio de los genes tet(M) y tet(O)principalmente, 
(13) sin embargo también se relacionan el tet(K) y tet(L) en menor 
proporción(37). 
2.7.5 Rifampicina  
El uso de rifampicina mas beta lactámicos o vancomicina está 
recomendado para el tratamiento de Streptotoccus pneumoniae 
multidrogoresistente, los aislamientos resistentes se reportan hasta en 1.5%. La 
resistencia es debido a alteraciones en el gen rpoB  que codifica a la subunidad 
β de la polimerasa de RNA. (13)(38) 
2.7.6 Cloranfenicol  
La resistencia se da por la inactivación enzimática por la producción de 
acetiltransferasa de cloranfenicol, codificada en el gen cat.(13).Hay dos tipos de 
cat, el tipo A y el B, el A codifica para catQ. (39) 
 
2.7.7 Trimetoprim/sulfametoxazol  
La resistencia a trimetoprim es el resultado de una sustitción del 
aminoácido Ile100 por LEU, en la proteína Dihidrofolato reductasa codificada 
por folA; y la resistencia a sulfonamidas es por mutaciones de inserción de los 
codones en el gen folP que codifica para la Dihidropteroato sintasa. 
(13)(38)(40)(41) 
2.7.8 Oxazolidinonas 
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Linezolid bloquea la síntesis proteica al unirse a la subunidad 50S, las 
resistencias son raras, y son por las deleciones en el gen rplD.(13) 
Se ha descrito la tolerancia a antibióticos, es descrita como la habilidad 
de una bacteria para sobrevivir, pero no se observa el crecimiento al contar con 
antibiótico, y esto se traduce en falla al tratamiento.(13) 
2.8 Vacunación 
El desarrollo de vacunas inició en 1911,(1) al realizarse un estudio en 
jóvenes sudafricanos que trabajaban en una mina de oro, esta vacuna de 
células enteras disminuía la incidencia de neumonía de un 25 a 50%.(4) 
2.8.1 Vacuna polisacárida neumocócica 
Se produjeron dos vacunas hexavalentes en 1946 pero se suspendieron 
al observar el éxito con antibióticos. 
La primer vacuna autorizada fue en 1977 en Estados Unidos, contenía el 
antígeno polisacárido capsular purificado de 14 diferentes serotipos; en 1983 se 
autoriza la vacuna 23 valente polisacárida (PPSV23), llamada así por la 
cantidad de serotipos que contiene y que causan del 60 al 76% de enfermedad 
invasiva. El desarrollo de anticuerpos es de 80% en adultos sanos, y entre 2 a 3 
semanas después de la vacunación. (1) la PPSV23 tiene limitaciones, como la 
poca inmunogenicidad en menores de 2 años y la pobre efectividad en la 
neumonía no bacteriémica, en enfermedad invasiva en enfermos crónicos y 
mayores de 75 años, además de que no prevenía la colonización ni infecciones 
en mucosas, las concentraciones de anticuerpos son bajas en las dosis 
subsecuentes(4);tiene un 80% de eficacia en bacteremias en mayores de 
65años a los 3 años(42). 
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2.8.2 Vacuna conjugada neumocócica  
La primera conjugada es la 7 valente (PCV7) fue autorizada en el 2000; 
esta vacuna contiene polisacárido capsular purificado de 7 serotipos de 
neumococo (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F Y 23F) conjugada con una toxina variante 
de difteria no tóxica (CRM197).PCV7 redujo la enfermedad invasiva de los 
serotipos contenidos en la vacuna en un 97%. (1)Es más inmunogénica.(5) 
 En la vacuna 10 valente (PCV10) cada serotipo se conjuga con una de 
tres proteínas transportadoras, (18C al toxoide tetánico, 19F a toxoide diftérico, 
y el resto a proteína D (Haemophilus influenzae no tipificable )), esta vacuna no 
se autorizó en Estados Unidos.  
Posteriormente, en el 2010 se autoriza la 13 valente (PCV13) que 
contiene los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F Y 23F, con 
indicación en niños de 2 a 59 meses, en 3 dosis rutinariamente a los 2, 4 y 6 
meses de edad , un booster es recomendado a los 12 a 15 meses de edad; en 
2011 la PCV13 fue aprobada con una dosis para la prevención de neumonía y 
enfermedad invasiva en mayores de 50 años, ya que 20-25% de los casos de 
enfermedad invasiva son potencialmente prevenibles. (1) 
Los serotipos que no están incluidos en la vacuna PCV13 tienen un bajo 
potencial para desarrollar enfermedad invasiva. Hay un estudio de España 
acerca de vacunación con PCV13 en el que se refuerza la necesidad de 
introducir la vacuna de forma universal.(43) 
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Se han realizado estudios en donde se observó la eficacia de la vacuna 
PCV13 en adultos mayores de 65 años para neumonía adquirida en la 
comunidad y neumonía bacteriémica.(44) 
Según la ACIP (Advisory Committee on Immunization Practices) 
actualmente se recomienda una dosis de PCV13 seguida de una dosis de 
PPSV23 en todos los adultos ≥65 años quien no ha recibido vacuna o en 
personas ≥2años de edad con alto riesgo; y el intervalo entre cada vacuna es: 
en ≥65 años inmunocompetentes es de ≥1año, en ≥65 años  
inmunocomprometidos es después de 8 semanas, los pacientes ≥65 años  que 
hayan recibido primero PPSV23 se deben esperar ≥1 año y aplicarse la PCV13. 
(45) 
En 2014 la vacuna contra neumococo fue introducida en 117 países, 14 
países más que en 2013. La cobertura global se encontraba en 31%, el 
porcentaje de cobertura es de 83% en América, 50% África y 2% en la región 
Oeste del pacífico. (46) 
2.9 Efecto después de la vacunación 
Después de la introducción de PCV7 la incidencia de los serotipos que 
no están incluidos en la vacuna aumentó, tales como el 3, 6C, 7F, 15B/15C y 
19A.  
 PCV13 tuvo baja efectividad con el serotipo 3. Hubo una disminución de 
neumonía neumocócica y de enfermedad invasiva no solo en niños si no en 
adultos, ya que los no vacunados fueron protegidos por la reducción de 
colonización en niños. Se observa el efecto de reemplazos de serotipos al 
aplicar la PCV13 que no se observa con la PSSV23.(4) 
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LA CDC reportó que en 2001, se disminuyó el número de casos e 
promedio de 24.3 por 100,000 personas a 17.3 por 100,000 personas después 
de la vacunación. (7) 
Es por eso que el personal de salud juega un rol importante para 
incentivar a la población, y esto solo se puede hacer teniendo información 
actualizada y teniendo la actitud para identificar a individuos con factores de 
riesgo(47). 
2.10 Vacunación en México 
México fue el primer país en Latinoamérica en introducir la PCV7(48) en 
el 2006 en 58 municipios(49), por lo que se considera que fue en el 2007. 
(23)(50), sin embargo fue incluida en el programa de vacunación universal en el 
2008, y en abril del 2011 es sustituida por la PCV13(49)Los estudios de 
prevalencia se han realizado principalmente en niños en nuestro país, y lo que 
se observó en 2014 es que se incrementó la frecuencia del serotipo 19A 
después de la introducción de PCV7 y aumento en la resistencia bacteriana, es 
importante tomar en cuenta que los cambios en la distribución de los serotipos 
se observan al año de introducir la vacuna (49) 
La enfermedad invasiva fue evaluada en un hospital pediátrico  por 6 
años y se obtuvieron 156 aislamientos , se encontraron 27 serotipos, y los más 
frecuentes fueron 23F, 6A, 19F, 6B, 14, 9V, 19A, 5 y 11D, un 59% están 
incluidos en PCV7, 68.6% en PCV10 y 81.4% en PCV13; se ha observado la 
protección por la vacuna que incrementa de 40% con PCV7 a 88% con 
PCV13(51). 
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Se realizó un estudio en mayores de 50 años en México, y se observó 
que PCV13 es segura y en inmunocompetentes se obtuvo una muy alta 
respuesta inmune.(52) 
En cuanto a colonización la PCV7 no disminuye el porcentaje de 
colonización para todos los serotipos, pero hay un reemplazo de serotipos(53). 
2.11 Mortalidad 
La mortalidad asociada a enfermedad invasiva neumocócica es del 5% al 
35%(54)(55); en neumonía es del 5 al 7%, en bacteriemias del 20 hasta el 60% 
y en meningitis es de un 8% en niños y de un 22% a 44.2% en adultos, (1)(5) 
aun con tratamiento los pacientes fallecen por complicaciones.(56) 
2.12 Futuro 
Durante muchos años se han buscado datos acerca de la epidemiología 
tanto local como internacional de patógenos relacionados con enfermedades de 
gran importancia, para entender su comportamiento y las características del 
patógeno en cuestión (57); el neumococo es una de las bacterias que se ha 
estudiado por medio de técnicas moleculares para identificar grupos clonales y 
establecer así su epidemiología(58). 
Dentro de la tecnología más actual encontramos la tipificación de 
secuencia de multilocus (MLST), las variaciones en los diferentes locus se 
detectan de forma directa por secuenciación del ADN en fragmentos de genes 
seleccionados (siete es el número de genes en los que se basa el esquema de 
MLST para las diferentes especies bacterianas en las que se ha desarrollado) 
permitiendo la identificación de grupos de microorganismos con genotipos 
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idénticos (clones) o altamente relacionados (líneas clonales). El proceso de 
selección de genes debe ser realizado para cada especie bacteriana.(57) 
En el caso de neumococo se han descrito clonas que se relacionan con 
enfermedad invasiva, además de tener importancia por su asociación con 
resistencia a antibióticos.(57) 
Enright et al son de los primeros en identificar en 1998  el MLST para 
Streptococcus pneumoniae y su asociación con enfermedad invasiva. (31) 
Y debido a que en México no se cuenta con epidemiología molecular 
mediante secuencia tipo de Streptococcus pneumoniae es por lo que se decide 
hacer un trabajo de investigación para obtener dicha información. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 30 
 
 
CAPÍTULO III 
 
 
ANTECEDENTES 
 
 
En 2001 se publicaron estudios en donde se reporta el genoma completo 
de Streptococcus pneumoniae, en donde se observaron 258 genes. Se han 
realizado publicaciones de secuencias de genoma completo de diferentes 
aislamientos de Streptococcus pneumoniae con enfermedad invasiva 
principalmente. (59) 
Se han reportado algunas secuencias de genoma completo de algunas 
cepas, desde infecciones por neumococo no invasivo con 
multidrogoresistencia(60), hasta cepas invasivas, sin embargo es frecuente 
observar solo el análisis de una cepa. 
Un estudio en Canadá evaluó las cepas por sospecha de un brote, 
utilizando técnicas moleculares con MLST.(61) 
En México en el 2016 se publicó un trabajo reportando la secuencia del 
genoma completo de Streptococcus pneumoniae de un aislamiento clínico en 
sangre de un paciente de 43 años con diagnóstico de púrpura fulminans, con 
serotipo 19A, con secuencia tipo 320, es el trabajo más reciente que se ha 
publicado en México acerca del tema.(62) 
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CAPÍTULO IV 
 
 
OBJETIVOS 
 
 
Objetivo principal: 
Aislar ADN genómico a partir de cepas invasivas de Streptococcus 
pneumoniae. 
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Objetivo particular: 
Genotipificar las cepas seleccionadas de Streptococcus pneumoniae y 
determinar la secuencia tipo de cada una. 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO V 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
Material 
Para la realización de este estudio se necesitaron los siguientes 
materiales: 
Material utilizado 
o Placas de agar sangre de cordero al 5% 
o Asa bacteriológica 
o Cepas de Streptococcus pneumoniae contenidas en el cepario  
o Caldo Todd Hewitt+ suero de conejo al 5% (para preservar muestras 
congeladas) 
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o Aceite mineral (para preservar muestras congeladas) 
o Tubos eppendorf de 1.5ml y 2 ml 
o Agua estéril 
o Pipetas y micropipetas 
o Microcentrifuga 
o Tubo de Mc Farland 1.0 
o Vórtex 
o Thermomixer 
o Gradillas 
o EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit, Bacteria  
o Congelador -20°C 
o Nano Drop  
o Reactivos y Soluciones 
o Etanol 70% 
o Solución de lisis enzimática (25mM Tris-HCl, pH8.0, 2.5mM EDTA, 
1%Triton X-100) 
o Lisozima  
o TE1X/SDS1% (1gramo de SDS en 100ml de TE1X) 
o Proteinasa K (2mg/200µL) 
o NaCl 5M 
o CTAb/NaCl (4.1 gramos de NaCl en 80 ml de agua destilada y agregar 
10 gramos de CTAB a 65°C) 
o SEVAG (cloroformo + alcohol isoamílico 24:1) 
o Fenol saturado  
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o TE1X 
o Isopropanol 100% 
o Acetato de sodio 3M pH=5.2±2 
o Agua miliQ estéril 
Métodos 
Para iniciar el protocolo se descongelaron muestras de cepas de 
Streptococcus pneumoniae que se tenían congeladas del cepario de 
Infectología, se dividieron las muestras en invasivas y no invasivas, las cuales 
ya están identificadas además de realizarse previamente serotipificación,  solo 
se tomaron las muestras invasivas para sembrarlas en placas agar sangre de 
cordero al 5%, se dejaron incubar a 37°C y se observó el crecimiento de 24 a 
48 hrs, se realiza un segundo aislamiento de la primera placa para evitar 
contaminación, de éste segundo cultivo se vigiló el crecimiento de las 24 a 48 
horas y de ahí se procedió a obtener colonias jóvenes de Streptococcus 
pneumoniae y suspenderlas en un tubo eppendorf de 1.5ml con 1 ml de agua 
estéril hasta tener una turbidez de 1 de McFarland, con cuidado de no extraer 
agar. 
El siguiente procedimiento es la extracción de ADN bacteriano, ya sea 
por medio de un kit de extracción de ADN (EZ-10 Spin Column Genomic 
DNA Minipreps Kit, Bacteria) o  por un método de extracción modificado 
debido a las características del neumococo. 
Dicho método se modificó por la dificultad de obtener suficiente ADN 
bacteriano y tomando en cuenta la cápsula del neumococo se adaptó el método 
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manual para extracción de ADN de cándida y de hongos filamentosos, en el que 
se realizan lavados con etanol al 70% previo a iniciar el protocolo de extracción 
de ADN, este procedimiento se detalla a continuación:  
 
LAVADOS CON ETANOL  
1.- Se coloca un cultivo joven de Streptococcus pneumoniae en 1 ml de agua 
estéril hasta alcanzar una turbidez de 1McFarland. 
2.- Se centrifuga a 14,000 rpm  por 8 min y se retira el sobrenadante. 
3.- Se realiza lavado de etanol al 70% (1 ml). 
4.- Se mezcla con vórtex durante 10 segundos  
5.- Se centrifuga a 14,000 rpm  por 8 min y se retira el sobrenadante. 
6.- Se repite paso 3,4 y 5. 
7.- Se incuba a 55°C por 15 min. 
8.- Se deja secando durante una noche. 
EXTRACCIÓN 
1.- Re-suspender masa bacteriana en 200µL de solución de lisis enzimática en 
un tubo Eppendorf de 2 ml, de manera que quede una suspensión lechosa, más 
no espesa. 
2.- Mezclar en vórtex para homogenizar lo más posible. 
3.- Agregar un poco de lisozima. (Con un aplicador de madera) 
4.- Mezclar e incubar a 37°C 800 rpm por 2 hrs. 
5.- Agregar 390µLde TE1X/SDS 1%. 
6.- Agregar 4µL proteinasa K 
 36 
 
7.- Incubar a 55°C por 1 hora. 
8.- Agregar 100µL de NaCl 5M y mezclar por inversión. 
9.- Agregar 80µL de CTAB/NaCl y mezclar por inversión. 
10.- Incubar a 65°C por 10 min. 
11.- Agregar 300µL de SEVAGE. 
12.- Agregar 250µL de fenol saturado. 
13.- Agregar 100µLde TE1X. 
14.- Mezclar y centrifugar a 14,000 rpm por 8 min. 
15.- Transferir 900µL de la fase acuosa a un tubo Eppendorf 2ml. 
16.- Repetir pasos del 11 al 15.  
17.- Agregar 900µL de isopropanol 100%. 
18.- Agregar 240µL de acetato de sodio 3M pH=5.2±2. 
19.- Invertir. 
20.- Incubar a -20°C por 1 hora. 
21.- Centrifugar a 14,000 rpm por 8 minutos y desechar sobrenadante. 
22.- Agregar 1 ml de etanol 70%. 
23.- Centrifugar a 14,000 rpm por 8 min y desechar el sobrenadante. 
24.- Repetir pasos 22 y 23. 
25.- Secar a temperatura ambiente.  
26.- Re-suspender pastilla en 25 a 50 µL de agua miliQ estéril. 
27.- Incubar a 65°C por 15 minutos. 
28.- Almacenar a -20°C.  
Posterior a almacenar a -20°C se procede a realizar la secuenciación 
completa del genoma del Streptococcus pneumoniae utilizando Illumina MiSeq 
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platform el cual genera 487,316 lecturas totales (483,492 lecturas después del 
recorte) con un promedio de longitud de 250 x 2 nucleótidos, proporcionando 25 
veces la cobertura del genoma. El ensamblaje de Novo se realiza utilizando 
SPAdes genome assembler version 3.5.0 software. 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO VI 
 
 
RESULTADOS 
 
 
De un total de 144 cepas, 84 de ellas eran invasivas, y de ellas después 
de sembrar las placas solo se obtuvieron 28 aislamientos, de los que se 
obtuvieron solo 7 aislamientos a los que se les realizó la extracción de ADN y 
posteriormente la secuenciación del genoma completo. 
Para la extracción de ADN bacteriano en un inicio se realizó por medio 
de un kit de extracción de ADN (EZ-10 Spin Column Genomic DNA 
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Minipreps Kit, Bacteria) sin embargo al hacer pruebas para la 
extracción de DNA se obtuvo poco material genético <5ng/µl, por lo 
que se consideró utilizar el método manual al cual se le hicieron 
modificaciones para obtener suficiente ADN con buena calidad 
(A260/280 =2) e integridad.  
Las muestras que se obtuvieron incluyen del año 2009 al 2014, un total 
de 7 muestras de pacientes con un rango de edad de 7 meses a 43 años con 
una media de 15.9 años de edad, con un 71.4% pacientes de sexo masculino; 
la procedencia de los pacientes fue de Monterrey y su área metropolitana, con 
un 28.6% del hospital infantil y un 71.4% del Hospital Universitario “Dr. José 
Eleuterio González” de la Universidad Autónoma de Nuevo León.  
Los diagnósticos de los pacientes con estos aislamientos fueron un 
57.1% con bacteriemias, 14.3% con meningitis y 28.6% con derrame pleural. 
Cuadro 1. Características demográficas 
 
 
 Año de recolección de la 
muestra N % 
2009 1 14.3% 
2010 0 0.0% 
2011 1 14.3% 
2012 1 14.3% 
2013 1 14.3% 
2014 3 42.8% 
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Sexo 
  Femenino 2 28.6% 
Masculino 5 71.4% 
   
Hospital de procedencia  
  Hospital Universitario 5 71.4% 
Hospital Infantil 2 28.6% 
   
Diagnóstico 
  Bacteriemia 3 42.8% 
Meningitis  1 14.3% 
Derrame pleural 2 28.6% 
Neumonía + Bacteriemia 1 14.3% 
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Figura 1. Susceptibilidades a antibióticos de las cepas de Streptococcus 
pneumoniae 
 
Se establecieron las susceptibilidades a diferentes antibióticos de las 
cepas en estudio encontrando lo siguiente: resistencia a penicilina en un 57.1%, 
resistencia a eritromicina en un 71.4%, resistencia a cloranfenicol, imipenem y 
cefotaxima de un 14.3%, resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol 85.7%, 
resistencia a tetraciclinas de un 71.4%,  sin resistencia a levofloxacino y 
linezolid  y resistencia a claritromicina de 71.4%. 
Los días de estancia hospitalaria fueron desde 1 hasta 28 días con una 
media de 10.1 días. Se observó una mortalidad del 28.6%. 
Se identificó que de los 7 serotipos evaluados un 57.1% eran serotipo 
19A, 14.3% serotipo 9V, 14.3% de serotipos 15A/F y 14.3% de serotipo 19F. 
Obtuvimos un 42.85% de aislamientos con secuencia tipo ST320, 14.3% 
con ST81, 14.3% con secuencia tipo ST3936 y 14.3% con ST2613. 
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De los pacientes en los que se reportó mortalidad fue con el diagnóstico 
de meningitis y neumonía bacteriémica con serotipos 19A y 15A/F, que 
corresponden a las secuencias tipo ST3936 y ST320, respectivamente. 
Cuadro 2. Características moleculares y evolución de los pacientes 
Diagnóstico                                                                                   
Días de 
estancia Muerte Serotipo 
Secuencia 
Tipo 
Bacteriemia 4 No 19A ST2613 
Meningitis 1 Si 19A ST3936 
Bacteriemia 9 No 9V ST156 
Derrame Pleural 1 No 19A ST320 
Derrame Pleural 18 No 19A ST320 
Neumonía+Bacteriemia 10 Si 15A/F ST320 
Bacteriemia 28 No 19F ST81 
CAPÍTULO VII 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 
 Aislamos 7 cepas de Streptococcus pneumoniae de los años 2009 al 
2014, dichos aislamientos son en su mayoría pacientes con bacteriemia 42.8%. 
En los 2 pacientes que se documentó derrame pleural tuvieron el mismo 
serotipo (19A) y la misma secuencia tipo ST320.  
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Se encontraron diferentes secuencias tipo aún y con que los pacientes 
tenían el mismo serotipo, se encontraron la ST2613, ST3936, ST320 (2 
aislamientos), éstas secuencias tipo corresponden a los serotipos 19A.  
La estancia intrahospitalaria varió de 1 día a 28 días, los pacientes que 
tuvieron una estancia intrahospitalaria más corta fué de 1 día y se asoció al 
mismo serotipo 19A, sin embargo a una secuencia tipo diferente, ST3936 y 
ST320, y solo uno de ellos falleció. 
En relación a la metodología para realizar la extracción de ADN es 
importante mencionar que aun con que se utilizó un kit para extracción, éste no 
fue el método ideal para extraer la cantidad suficiente de ADN para la 
secuenciación completa del genoma. Se siguió la metodología que sugiere el 
proveedor, sin embargo no se obtuvieron resultados adecuados, por lo que se 
decidió agregarle un paso previo a la extracción de ADN, dicho paso incluía 
realizar lavados con etanol así como agregarle lisozima al proceso, sin embargo 
los resultados no se modificaron, por lo que decidimos adaptar por medio de un 
método manual la extracción, combinando metodologías para extracción de 
ADN de hongos filamentosos y extracción de ADN de Candida spp., todo esto 
basados en que la cápsula de Streptococcus pneumoniae es gruesa como la 
cápsula de Cryptococcus spp. 
 En México solo se ha reportado recientemente un artículo en donde se 
describe la secuencia completa del genoma de Streptococcus pneumoniae de 
un paciente del Hospital Universitario ”Dr. José Eleuterio González” con 
diagnóstico de púrpura fulminans, sin embargo esto fue descrito solo de un 
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aislamiento; no se han realizado estudios o reportes de caso en México con 
más de una cepa. 
 Se sabe que es un número pequeño de aislamientos, y que solo nos dan 
datos epidemiológicos del Noreste de México, no de su totalidad, sin embargo 
es un buen inicio para que se sigan haciendo estudios para analizar la 
epidemiología molecular de nuestro entorno. 
Una limitante es que la mayoría de los casos son de un mismo centro, 
pero es importante remarcar que dicho centro es una unidad de referencia del 
Noreste de México y concentra población significativa de dicha zona. 
CAPÍTULO VIII 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
 
Este trabajo se hizo ya que se tiene la necesidad de analizar datos 
epidemiológicos pero no solamente con pruebas bioquímicas, si no ir más allá y 
evaluar a partir de un método molecular la conformación de nuestra 
epidemiología para así posteriormente compararla con la epidemiología 
internacional. 
Es momento para realizar estudios moleculares para llevar una vigilancia 
más estrecha del comportamiento de las cepas que se encuentran en nuestra 
región, así como para investigar más datos acerca de virulencia, patogenicidad 
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y de modificación de vacunas, así como la implementación de programas de 
vacunación.  
Se realizaron grandes esfuerzos para secuenciar el genoma completo de 
Streptococcus pneumoniae, sin embargo hay mucho más trabajo por hacer, 
más datos a nivel molecular que esclarecer para comprender el comportamiento 
de las cepas, su resistencia a antibióticos y la adaptación que tienen a su 
ambiente. 
En México no hay un reporte completo de la epidemiología a nivel 
molecular y es algo que debe tomarse en consideración para los próximos años 
en el campo de la investigación y de la vigilancia epidemiológica.  
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